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SOUCHES VACCINALES D'APICOMPLEXES DE LA FAMILLE DES 
SARCOCYSTIDAE 

La prdsente invention est relative a des souches mutantes attenuSes 
d'Apicomplexes de la famille des Sarcocystidae, tels que Toxoplasma et Neospora, et a 

5 leurs utilisations vaccinales. 

Le phylum des Apicomplexes (embranchement Apicomplexa), regroupe 
un grand nombre de parasites majoritairement intracellulars. Ces parasites sont 
responsables de maladies telles que la toxoplasmose, la malaria, la neosporose, la 
coccidiose et la cryptosporidiose. lis ont en commun un processus sp6cifique d'invasion 

10 de cellules botes en plusieurs etapes, conduisant a la formation d'une vacuole 
parasitophore dans laquelle le parasite se developpe (MENARD et al, Cell Microbiol. 3 : 
63-73, 2001 ; SOLDATI et al., Int. J. Parasite). 31 : 1293-1302, 2001). 

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire, 
responsable de la toxoplasmose humaine et animale. II appartient k la famille des 

15 Sarcocystidae qui regroupe 6galement d'autres pathogenes majeurs de Phomme et de 
P animal, tels que Neospora ou Sarcocystis (LEVINE, The Protozoan Phylum 
Apicomplexa. Vol.1, CRC Press, Boca Raton, FL, p.203, 1988 ; TENTER et al., Int. J. 
Parasitol. 32(5) : 595-616, 2002). Son cycle de vie presente deux aspects distincts : un 
cycle « asexue » chez un hote intermediate, tel que Phomme, la souris, les ovins et les 

20 porcins, conduisant a la production de tachyzo'ites puis de kystes contenant des 
bradyzoi'tes ; et un cycle « sexu6 » chez le chat conduisant a la production d'oocystes 
(contenant des sporozoites) elimin6s dans les feces. 

La toxoplasmose animale pose un problerne economique important dans 
le domaine de Pelevage agricole. Elle atteint tous les animaux de rente. La transmission a 

25 ces animaux se fait par Pingestion d'oocystes, formes de resistance Smises dans 
Penvironnement par des chats infect6s par un toxoplasme pathogene. Chez les ovins, les 
caprins et les pores infectes pendant la gestation, elle provoque des avortements. Dans 
PUnion Europeenne dont le cheptel ovin est estim6 k 100 millions de tetes, 1 million 
d'agneaux sont perdus chaque annee du fait d'avortements toxoplasmiques. 

30 Par ailleurs la consommation de viande (surtout mouton et pore) infectee 

par la pr6sence de bradyzoi'tes, est la principale source des infections humaines. 
Contract6e pendant la grossesse, la toxoplasmose est la 2 eme cause des malformations 
congenitales. En outre, au cours des vingt demieres annees, ce parasite est apparu comme 
un pathogene opportuniste, k Porigine d'enc6phalites chez les patients sid^ens. 

35 La mise au point de vaccins conftrant une protection contre les 

parasitoses a Apicomplexa, fait Pobjet de nombreuses recherches. Deux strategies 
principales sont employees : 1) Identification d'antigenes parasitaires capables d'induire 
une reponse immxine protectrice, et Pincorporation de ces antigenes dans des compositions 
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vaccinales ; 2) la selection de souches de parasites att6nu6es. Par exemple, dans le cas de 
la toxopiasmose, il a et6 propose d'utiliser diffcrentes souches att6nuees de Toxoplasma 
gondii (Brevet US 5,045,313; Brevet US 4,473,549; Demande de Brevet US 
2002/0164754 ; Demande de Brevet GB 2 204 323), pour confSrer aux mammiferes une 

5 immunite anti-toxoplasmes. 

A l'heure actuelle, un seul vaccin anti-toxoplasmose bas6 sur une souche 
attdnuee est commercialise. II s'agit du vaccin TOXOVAX®, k base de tachyzoites 
vivants de la souche S48 de Toxoplasma gondii. La nature de la mutation responsable de 
P attenuation de cette souche demeure inconnue. 

1 o Les 6tapes clefs de 1 'infection par les Apicomplexes, et en particulier par 

Toxoplasma gondii, sont Pattachement du parasite aux cellules-h6tes, suivi de Pinvasion 
de celles-ci. L'appareil invasif des Apicomplexes implique Pexocytose sequentielle de 
deux types d'organelles s6cr6toires : les micron&nes et les rhoptries. 

De r6centes 6tudes ont mis en Evidence le role central des micronemes 

15 dans la reconnaissance des cellules-hotes, et P adhesion a celles-ci. Les proteines des 
micronemes, designees sous Pappellation g6n6rique «MICs» contiennent des modules 
homologues aux domaines d'adhesion de prot&nes d'eucaryotes sup6rieurs (TOMLEY et 
SOLDATI, Trends Parasitol. 17 : 81-88, 2001). 

Une douzaine de proteines MICs sont actuellement connues chez 

20 Toxoplasma gondii (SOLDATI et ah, Int. J. Parasitol. 31 : 1293-1302, 2001). Certaines 
d'entre elles sont des proteines transmembranaires, par exemple MIC2 de Toxoplasma 
gondii, denommee TRAP chez Plasmodium (MATUSCHEWSKI et al., EMBO J. 21 : 
1597-1606, 2002); les autres sont des prolines solubles qui sont ciblees vers les 
micronemes et redistributes a la surface du parasite au cours de Pinvasion, en association 

25 avec les prolines transmembranaires. 

Ricemment, deux proteines solubles MIC1 et MIC3, capables de se lier 
a la surface de cellules hotes, ont 6te caracterisees chez T gondii (ACHBAROU et al., 
Mol. Biochem. Parasitol., 47, 223-233, 1991 ; FOURMAUX et al., Mol. Biochem. 
Parasitol. 83 : 201-210, 1996 ; GARCIA-REGUET et al., Cell. Microbiol. 2 : 353-364, 

30 2002). 

La prot&ne MIC1 contient un domaine dupliqu6 en tandem possedant 
une lointaine homologie avec le domaine de type TSP-1 de TRAP, et presente une 
specificite de liaison au lactose (LOURENCO et al., Glycobiol. 1 1 : 541-547, 2001). 

La proteine MIC3 est un dimere de poids moleculaire apparent de 
35 90 kDa foime de deux sous-unit6s de 38 kDa relives par des ponts disulfides. MIC3 
contient cinq domaines de type EGF dont deux sont chevauchants, et un domaine de type 
« domaine de liaison a la chitine », riche en ponts disulfores, et qui apparait necessaire 
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pour la liaison h la surface de la cellule hote (GARCIA-REGUET et al., 2000, pr6cit6; 

CEREDE et al., EMBO J. 21 : 2526-2536, 2002). 

MIC1 et MIC3 s'associent k d'autres prolines MICs pour former deux 

complexes independants, MIC 1/4/6 et MIC3/8. Les prot6ines transmembranaires MIC6 et 
5 MIC8 jouent le r61e de transporteurs pour cibler respectivement les prot6ines MIC1/4 et 

MIC3 vers les micronemes. La prot&ne MIC1 est indispensable pour que le complexe 

MIC1/4/6 puisse quitter les compartiments precoces de la voie de secretion (REISS et al., 

I Cell Biol. 152:563-578, 2001). 

II a recemment 6t6 montr6 que la prot&ne MIC3 de Toxoplasma gondii 
10 constitue un antigene vaccinal majeur, suscitant une rdponse immunitaire humorale 

precoce et tres forte (Demande PCT WO 01/64243). 

Dans le but d'etudier le role de MIC1 et MIC3 dans la capacit6 

d'invasion et la virulence de Toxoplasma gondii, les Inventeurs ont construit des souches 

mutantes de T. gondii, dans lesquelles Tune et/ou P autre des adhesines MIC1 et MIC3 ont 
15 et6 inactivees. 

lis ont constate que l'inactivation de MIC1 diminue d'environ 50% la 
capacity d 'invasion des fibroblastes in vitro, alors que celle de MIC3 ne modifie pas cette 
capacite d'invasion; l'inactivation simultan6e des deux proteines ne modifie pas 
significativement la capacite d'invasion par rapport a l'inactivation de MIC1 seule. La 
20 virulence in vivo n'est que tres peu affectee par Pinactivation isolee de MIC1 et MIC3 ; en 
revanche, elle est fortement diminuee par l'inactivation simultanSe des deux proteines. 

Les Inventeurs ont en outre constat^ que malgrS 1' absence des antigenes 
majeurs que constituent MIC1 et MIC3, une souche double mutante de Toxoplasma gondii 
dans laquelle ces deux prot6ines sont inactivees permet d'obtenir une protection vaccinale 
25 efficace vis-a-vis de la toxoplasmose. 

lis ont ensuite entrepris d'6tudier les caracteristiques infectieuses et 
protectees de ladite souche sur 1' animal, en particulier sur les souris et les brebis. 

lis ont ainsi mis en evidence que la vaccination par cette souche protege 
les animaux contre la formation de kystes cerebraux lors d'une re-infection par une souche 
30 sauvage pathogene de Toxoplasma gondii \ ce qui diminue consid6rablement la portee 
d'une infection par cette souche sauvage pathog&ie, le risque de passage transplacental 
dans le cas de femelles gestantes, et la possibilite de transmission par consommation de la 
viande des animaux vaccines, et done a terme permet de faire baisser la prevalence 
g6n6rale de Pinfection. 

35 La presente invention a done pour objet une souche mutante d'un 

Apicomplexe de la famille des Sarcocystidae, comprenant une mutation inactivant 
Padhesine MIC1 et une mutation inactivant PadhSsine MIC3. 
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Selon un mode de realisation prefSre de la presente invention, ledit 
Sarcocystidae est choisi parmi Toxoplasma etNeospora. 

Selon une disposition pr6f6ree de ce mode de realisation ladite souche 
mutante est une souche de toxoplasme, notamment de Toxoplasma gondii. 
5 On entend ici par : 

- « mutation inactivant l'adhdsine MIC1 » toute mutation r6sultant dans 
l'absence d'expression de MIC1, ou dans l'expression d'une prot&ne MIC1 non- 
fonctionnelle, c'est-a-dire incapable de former un complexe avec les prot6ines MIC4 et 
MIC6, ou incapable de lier le lactose. 
10 - « mutation inactivant l'adhfaine MIC3 » toute mutation resultant dans 

l'absence d'expression de MIC3, ou dans l'expression d'une proline MIC3 non- 
fonctionnelle, c'est-&-dire ayant perdu sa fonction de liaison a la surface d'une cellule- 
h6te. 

Des exemples de mutations r6sultant dans l'absence d'expression de 
15 MIC1 ou de MIC3 sont notamment la delation de la totalite du gene correspondant, ou de 
sa region codante, ou de sa region promotrice. Des exemples de mutations rdsultant dans 
l'expression d'une proteine MIC3 non-fonctionnelle sont notamment des mutations 
affectant la region du gene mic3 codant pour le domaine de type : « domaine de liaison k 
la chitine de la proteine MIC3 », k savoir les acides amines 84-144 de ladite prot6ine. II 
20 peut s'agir notamment de mutations affectant au moins le tryptophane en position 126 ou 
la phenylalanine en position 128 de la proline MIC3. 

Ces mutations peuvent etre effectuees de maniere classique par insertion, 
deletion, ou substitution d'une ou plusieurs bases au niveau de la sequence visee. 

A titre d' exemples non-limitatifs de techniques de mutagenese et de 
25 transformation utilisables chez les toxoplasmes, on citera notamment celles decrites dans 
les publications suivantes : KIM et al, (Science 262 : 911-914, 1993); DONALD et 
ROOS, (Mol. Biochem. ParasitoL 63 : 243-253, 1994) ; SOLDATI et al, (Mol. Biochem. 
Parasitol. 74 : 87-97, 1995) ; DONALD et ROOS, (Mol. Biochem. ParasitoL 91 : 295-305, 
1998). 

30 La presente invention a 6galement pour objet l'utilisation d'une souche 

mutante d'Apicomplexa, et notamment de toxoplasme, conforme k l'invention, pour 
l'obtention d'un vaccin destine a conf6rer une immunite protectrice contre une parasitose a 
Apicomplexa, en particulier contre la toxoplasmose. 

La presente invention a aussi pour objet un vaccin caractSrise en ce qu'il 
35 comprend en tant que principe actif, une souche mutante d'Apicomplexa et notamment de 
toxoplasme, conforme a l'invention, telle que definie pr6c6demment. 

La presente invention sera mieux comprise k l'aide du complement de 
description qui va suivre, qui se reftre k des exemples de construction de mutants de 
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Toxoplasma gondii dans lesquels MIC1 et/ou MIC3 sont inactivees, et d 'utilisation 
vaccinale d'un double mutant dans lequel MIC1 et MIC3 sont inactivees. 

II doit etre bien entendu toutefois que ces exemples sont donnds 
uniquement a titre d'illustration de l'objet de l'invention dont ils ne constituent en aucune 
5 mani&re une limitation. 

EXEMPLE 1 : DEACTIVATION DE MIC1 ET/OU MIC3 CHEZ T. GONDII. 

Plasmides utilises : 

Les plasmides pmic3KO-l et pmic3KO-2 ont &e utilises respectivement 
pour construire le simple mutant mic3KO k partir de la souche RHhxgprf et le double 
10 mutant micl-3KO h partir de la souche miclKO. Les plasmides pM3MIC3ty et 
pM2MIClmyc + pM3MIC3 6t6 utilises respectivement pour restaurer l'expression de 
MIC3 dans le mutant mic3KO (souche mic3KO+MIC3), et pour restaurer l'expression de 
MIC1 et MIC3 dans le double mutant micl-3KO (souche micl-3KO+MICl-3) 
Plasmide pmic3KO-l 

15 La r6gion 3'UTR du gene Mic3 (2136 pb) a 6t6 amplifiee par PCR a 

partir du plasmide pBlueMIC3 (CEREDE et al., 2002, precite), qui r£sulte de 1'insertion 
d'un fragment d'ADN genomique de 2247 pb (GenBank AJ 132530) de T.gondii au site 
NotI du plasmide pBluescript II® SK(-)- 

Pour l'amplification, les amorces ML9 : 

20 5 '-GTGTAAGCTTCAGCGAGTCTCTGAGAG-3 9 (SEQ ID NO : 1) et ML10 : 5'- 
GGGGTACCGAGCTCATGAGCAGAAGCTGCCAG-3' (SEQ ID NO: 2) ont 6t6 
utilisees. La zone amplifiee a 6t6 clonee entre les sites de restriction Hindlll et Kpnl du 
plasmide pminiHXGPRT (DONALD ET ROOS, 1998, precite). Un fragment d'ADN de 
1977 pb de la region 5'UTR deM/c3, a 6t6 obtenu par digestion Xbal/Nhel d'un fragment 

25 EcoRI de 3,5 kb de la sequence genomique en 5' de Mic3, et clone au site Xbal de 
pminiHXGPRT. 

Le plasmide resultant, qui contient le marqueur de selection HXGPRT 
(hypoxanthine-xanthine-guanine phosphoribosyl transferase), encadre par les regions 
flanquant en 3' et 5' l'ORF de mic3, a ete d^nomme pmic3KO-l. 
30 Plasmide pmic3KO-2 

Les regions 3'UTR et 5'UTR de mic3, obtenues comme decrit ci-dessus, 
ont ete ins6r6es dans le plasmide pTUB/CAT (KIM et al., 1993, precite), de part et d'autre 
de la sequence codant pour le marqueur de selection chloramphenicol acetyl transferase 
(CAT), aux memes sites de restriction que ceux d6crits pour le plasmide pmniHXGPRT. 
35 Le plasmide resultant, contenant le marqueur de selection CAT, encadre 

par les regions flanquant en 3' et 5' l'ORF de mic3, a 6t6 denomm6 pmic3KO-2. 



WO 2005/072754 



PCT/FR2005/000074 



PIasmidepM3MIC3ty 

Ce plasmide a 6t6 construit a partir du plasmide pT8GFPPfinyoAtail 
(HETMANN et al., Mol. Biol. Cell 11 : 1385-1400, 2000), dans lequel a et6 ajoute un 
epitope TY (BASTIN et al., Mol. Biochem. Parasitol. 77(2) : 235-239, 1996) entre les 

5 sites Nsil et Pad. Ce plasmide contient le promoteur de la tubuline entre les sites Kpnl et 
EcoRI et le gene codant pour la GFP borde des sites EcoRI et Nsil. 

La region du promoteur de Mic3 (562 pb) a 6te amplifi6e par PCR k 
partir du plasmide pBlueMIC3 avec les amorces ML23 : 5 1 - 
CTG AATTCAGATCTTACC AGTGTTGGAC AAGG-3 ' (SEQ ID NO : 3) et ML24 : 5'- 

10 GGGGTACCCCTTGCTAGGTAACCACTCGTGC-3 * (SEQ ID NO : 4), et ins6r6e a la 
place du promoteur de la tubuline aux sites Kpnl et EcoRI. 

L' amorce ML24 permet d'introduire un site de restriction Bglll en 
amont du site EcoRI et de doner ensuite le gene Mic3 a la place du gene codant pour la 
GFP aux sites Bglll et Nsil. 

15 La sequence codant pour MIC3 a 6t6 amplifiee par PCR a partir du 

plasmide pBlueMIC3 avec les amorces ML11 : 5'- 
GC ACAATTGAGATCTAAAATGCGAGGCGGG ACGTCC-3 * (SEQ ID NO: 5) et 
ML15: 5'-TGCTATGCATTCCTAGGCTGCTTAATTTTCTCACACGTCAC-3' (SEQ 
ID NO : 6) introduisant respectivement les sites de restriction Bglll et Nsil. 

20 Plasmides pM2MIClmyc et pM3MIC3 

Le plasmide pM2MIClmyc (REISS et al., J. Cell Biol. 152 : 563-578, 
2001) exprime la proline MIC1, 6tiquetee par l'epitope myc a son extremity C-terminale, 
sous le controle des sequences flanquantes en 5' et en 3' du gene Mic2 

Le plasmide pM3MIC3 a ete construit par clonage d'un fragment 

25 PvuI/SacI de 2072 pb du vecteur pBlueMIC3, contenant le gene Mic3 et ses regions 
flanquantes en 5' et en 3', entre les sites Sad et Pad du vecteur pT/230-TUB5/BLE 
(SOLDATI et al., Mol. Biochem. Parasitol. 74 : 87-97, 1995) contenant une cassette 
d'expression exprimant le marqueur de selection a la phleomycine. 

Construction des souches mutantes mic3KO et micl-3KXX et d es souches mutantes 
30 complementees mic3KO+MIC3. et micl-3KO+MICl-3 

L'haploidie du genome des Apicomplexes lors de la phase proliferative 
permet Tinvalidation du gdne Mic3, en une seule recombinaison homologue. 

Tous les T. gondii utilises ont ete produits en fibroblastes humains (HFF) 
cultives en milieu minimal de Dulbecco (DMEM) supp!6ment6 par 10% de s6rum de veau 
35 foetal (FCS), 2mM glutamine, 50U/ml de pdnicilline et 50 |ig/ml de streptomycine. lis 
ont 6t6 r6colt6s lors de la lyse des cellules h6tes. 
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Souche mic3KO 

La souche de T. gondii utilisSe pour la mutagen&se est la souche 
RHhxgprt* (DONALD et ROOS, 1998, precitS), d6ficiente pour le g&ie de 
Phypoxanthine-xanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HXGPRT), et de ce fait 
5 sensible a 1 'acide mycoph&iolique. 

80-100 |ig de plasmide pmic3KO-l purifiS puis Iin6aris6 par Kpnl ont 
et6 ajoutSs a 10 7 tachyzoi'tes RHhxgprt' mis en suspension dans du milieu 
d'&ectroporation CYTOMDC (VAN DEN HOFF et ah, Nucleic Acids Res. 20 : 2902, 
1992), et Pelectroporation a &6 r6alis6e en cuvette d'ecart 4 mm, dans un volume de 
10 800 \x\ sur appareil BTX Electrocell Manipulator (Parametres : 2 kV, R=48 ohms). 

Apres 61ectroporation, les tachyzoi'tes ont 6t6 deposes sur une 
monocouche de cellules HFF en culture. Pour la selection des mutants, le lendemain de 
T&ectroporation, le milieu de culture a 6te suppl6ment6 par l'agent de selection (25 jig/ml 
d'acide mycophenolique et 50 )mg/ml de xanthine), et trois passages en culture sont 
1 5 effectu6s dans ce milieu. 

Cinq jours apres le dernier passage, les parasites sont clones par dilution 
limite dans les puits d'une plaque a 96 puits de cellules HFF, en presence d'agent de 
selection, et les clones retenus sont amplifies. 
Souche micl-3KO 

20 La souche de T. gondii utilisee pour la mutagenese est la souche 

miclKO (REISS et al., J. Cell Biol. 152: 563-578, 2001) qui derive de la souche 
RHhxgprt" d6crite ci-dessus par d616tion du gene Mid remplace par le gene codant pour 
I' HXGPRT dans la souche miclKO. 

80-100 \xg de plasmide pmic3KO-2 purifie puis linearise par Kpnl ont 

25 et6 ajoutes a 10 7 tachyzoi'tes miclKO pour une electroporation dans les conditions d£crites 
ci-dessus. 

Les mutants ont 6t6 s61ectionn6s et clones comme decrit ci-dessus, en 
presence de 20 |uM de chloramphenicol comme agent de selection. 

Les mutants dans lesquels MIC3 a 6t6 inactivee sont denomm6s 
30 mic3KO, et ceux dans lesquels MIC1 et MIC3 ont et6 inactivees sont d6nomm6s micl- 
3KO. 

Souche mic3KO+MIC3 

L' expression de MIC3 a 6t6 restaur^ par co-transfection des parasites 
mic3KO avec 1 00 \xg du vecteur pM3MIC3ty, et 10 fig du plasmide pTUB/CAT. 
35 La selection a 6t6 effectuee en presence de 20 \iM de chloramphenicol 

comme decrit ci-dessus. 

La souche mic3KO compl6ment6e par MIC3 est d6nommee 

mic3KO+MIC3. 
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8 

Souche micl-3KO+MICl-3 

L'expression de MIC1 et MIC3 a 6t6 restauree par co-transfection des 
parasites micl-3KO avec 100 ng du vecteur pM2MIClmyc, et 10 ug du plasmide 
pM3MIC3. 

5 Les mutants ont 6te s61ectionnes et clones comme decrit ci-dessus, en 

presence de 10 ug/ml de phleomycine comme agent de selection. 

La souche micl-3KO complementee par MIC1 et MIC3 est denommee 
micl-3KO+MICl-3. 

Les prolines totales des mutants mic3KO, micl-3KO, mic3KO+MIC3, 
10 et micl-3KO+MICl-3 ont et6 analys6es par electrophorese SDS-PAGE et transfert de 
Western. Apres extraction des proteines totales par ebullition des cellules dans du tampon 
SDS (en presence ou non de DTT 0,1 M) et separation sur gels de polyacrylamide 10%, 
les proteines ont &e transferees sur membrane de nitrocellulose. Les transferts de Western 
ont ete marques comme decrit par GARCIA-REGUET et al. (1998, precite) a l'aide 
15 d'anticorps monoclonaux anti-MIC3 (T42F3 au 1:400) et anti-MICl (T101F7) puis 
detectes par des IgG de chevre anti-souris conjugu6s a la phosphatase alcaline (1 :1000). 
Les resultats sont present6s dans la Figure 1. 

Legende de la Figure 1 : 
1 = souche sauvage de Toxoplasma gondii RH 
20 2 = mutant mic3KO 

3 = mutant mic3KO+MIC3 

4 = mutant miclKO (REISS et al., 2001) 

5 = mutant miclKO+MICl (REISS et al., 2001) 

6 = mutant micl -3KO 

25 7 = mutant micl -3KO+MIC1 -3 

Les resultats montrent que l'expression de MIC3 est ind&ectable dans 
mic3KO (2) et micl-3KO (6) mais est restauree dans mic3KO+MIC3 (3) et micl- 
3KO+MIC1-3 (7). L'expression de MIC1 est indetectable dans miclKO (4) et micl-3KO 
(6) mais est restaur6e dans miclKO+MICl (5) micl -3KO+MIC 1-3 (7). 

30 Ces resultats ont 6te continues par immunofluorescence. Les tachyzo'ites 

cultiv6s une nuit sur monocouche de cellules HFF, ont et6 laves en PBS.et fix6s par du 
formaldehyde 4% pendant 20 min. Apres 3 lavages, les cellules HFF infect6es ont ete 
permeabilisdes avec 0,1% de Triton X-100 dans du PBS pendant 10 min, la reaction a ete 
arretee par 10% de s6rum de boeuf foetal (FBS) pendant 30 min., puis les cellules ont ete 

35 incub6es avec l'anticorps primaire (mAb anti-MICl T101F7, mAb anti-MIC3 T42F3) 
dilue dans 2% FBS pendant 40 min., lavees et puis incubees avec un anticorps secondaire 
(chevre anti-souris coupl6 au FITC, et rouge Texas chevre anti-lapin). Les observations 
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ont 6te r£alisees sur un microscope Leica DMRA2 6quip6 pour l'dpifluorescence et les 
images ont 6t6 enregistr^es avec une camera Princeton coolSNAP CCD. 

Les resultats montrent qu'aucune proteine MIC3 n'est detectable dans 
des tachyzoites mic3KO, alors qu'une expression de MIC3de type sauvage est observ6e 
5 dans les micron&nes des souches compl6ment6es (mic3KO+MIC3, micl-3KO+MICl-3). 
La complementation de MIC1 dans miclKCH-MICl et micl-3KCH-MICl-3 conduit a une 
certaine accumulation de MIC1 dans la vacuole parasitophore et dans l'espace 
p6rinucleaire. 

EXEMPLE 2 : EFFETS DE L'INACTIVATION DE MIC1 ET/OU MIC3 SUR LES 
10 PROPRDETES INFECTIEUSES DE T. GONDII 

Les mutants de Toxoplasma gondii ddcrits h 1'exemple 1 ci-dessus, ont 
ete entretenus par passages rdguliers sur cellules HFF cultiv6es en milieu DMEM 
supplementd par 10% de s6rum de veau foetal (FCS), 2mM glutamine, 50U/ml de 
pteicilline et 50 fig/ml de streptomycine. 
1 5 Capacity d'invasion 

2xl0 5 tachyzoi'tes de miclKO, miclKO+MICl, mic3KO et micl-3KO 
purifies ont et6 ajoutes a des cellules HFF cultivates sur des lamelles couvre-objet en verre. 
Les cellules ont 6t6 fix6es pendant 12h puis colorees en utilisant un melange bleu de 
methylene-eosine (kit RAL 555), et montees sous lamelles, de fa9on permanente 
20 (PERTEX, Microm, France). Le nombre de vacuoles parasitaires, reprSsentant la capacite 
d'invasion du parasite, a ete compte dans 10 champs selectionnes aieatoirement par 
lamelle, et les donnees ont ete presentees comme la moyenne de vacuoles par champ 
provenant de 4 lamelles, sur la base de 5 repetitions independantes. 

Le contrdle a ete realise dans les memes conditions avec la souche 
25 RHhxgpif , dont la capacite d'invasion est comparable a celle de la souche sauvage RH de 
Toxoplasma gondii. 

Les resultats sont presentes dans la Figure 2 (*** = invasion 

significativement inferieure, p<0,001). 

Les resultats montrent que la capacite d'invasion des parasites miclKO 
30 est diminuee d'environ 50% par rapport a celle de la souche controle RHhxgprt'. 

En revanche, la capacite d'invasion des parasites mic3KO et de ceux de 
la souche controle est comparable (Figure 2A). La capacite d'invasion des parasites micl- 
3KO n'est pas significativement differente de celle des mutants miclKO (Figure 2A), 
indiquant que MIC1 et MIC3 n'ont pas de fonction additive dans l'invasion des 
35 fibroblastes par Toxoplasma gondii. 

La complementation de miclKO par MIC1 restaure la capacite 
d'invasion a un niveau comparable de celui de la souche contrdle (Figure 2B). 
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Virulence 

Les souris meurent g6n6ralement 9 jours apres une infection par voie 
intraperitonSale par 20 tachyzoites de la souche sauvage RH de Toxoplasma gondii. 

L'etude de la virulence des mutants miclKO, mic3KO, micl-3KO, 
miclKO+MICl, mic3KO+MIC3 et micl-3KO+MICl-3 a 6t6 r6alis6e sur un lot de 10 
souris males OF1 par injection intrap6riton6ale de 20 tachyzoites/souris de la souche 
micl-3KO, et en suivant le devenir des souris infectees. 

Les controles ont ete realises dans les memes conditions sur un lot de 9 
souris males OF1 en utilisant la souche RHhxgprt', dont la virulence est comparable k 
celle de la souche sauvage RH de Toxoplasma gondi. 

Les r6sultats sont repr6sent6s par la Figure 3. 

L6gende des Figures 3A, 3B et 3C : 

♦ = souche miclKO (A); souche mic3KO (B); souche micl-3KO (C) 
■ - souche miclKO+MICl (A) ; souche mic3K04-MIC3; souche micl- 

3KO+MIC1-3 (C) 

A = souche RHhxgprt" (A, B et C) 

Toutes les souris infectees par la souche RHhxgprt" sont mortes 9 jours 
apres 1'infection. Les souris infectees par miclKO ou mic3KO pr6sentent un leger retard 
de la mortalite (mort des souris entre 9 et 22 jours apres 1'infection), qui n'est pas observe 
dans le cas des souris infectees par les mutants comptementes miclKO+MICl et 
mic3KO+MIC3, Une seule des souris infectee par mic3KO est demeuree en vie 44 jours 
apres infection, et cet animal a d6velopp6 une reponse anticorps sp6cifique de T. gondii 
(resultats non pr6sent6s). Ces r6sultats indiquent que l'inactivation isolee des g&ies Mid 
ou Mic3 ne conduit qu'i une 16gere diminution de la virulence chez les souris. 

En revanche, dans le cas des souris infect6es par la souche micl-3KO, 
on observe une survie quasi totale (90% de survie 40 jours apr6s 1'infection), La 
complementation de micl-3KO par MIC1 et MIC3 (souche micl-3KO+MICl-3) restaure 
completement la virulence des parasites. 

Les souris ont egalement 6t6 infectees avec differentes quantity du 
double mutant micl-3KO et la dose lftale (DL100) de micl-3KO a et6 comparee avec 
celle de la souche controle RHhxgprt - . Alors que la DL100 a 9 jours de la souche controle 
est inferieure h 20 tachyzoites, celle de la souche micl-3KO est de l'ordre de 2xl0 3 
tachyzoites. 
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EXEMPLE 3 : IMPLICATION DE LA FONCTION D 'ADHESION DE MIC3 
DANS LA VIRULENCE DE TOXOPLASMA GONDII 

Determination de residus impliquSs dans la fonction d'adh&ion de MIC3 

II a 6t6 montre (CEREDE et al, 2002, pr6cite) que le domaine de type 
5 « domaine de liaison a la chitine », de MIC3 est essentiel pour la liaison a la surface de la 
cellule bote. 

Difterentes mutations ont 6t6 introduites dans ce domaine, afin de 
determiner les residus essentiels a la fonctionnaiite de MIC3. 

Les mutations effectuees sont les suivantes : 
10 -substitution de Tun des residus cysteine aux positions 102 (mutant 

C102G), 107 (mutant C107G), 108 (mutant C108G), par un residu glycine ; 

-substitution du residu proline en position 103 par un r6sidu alanine 

(mutant PI 03 A); 

-substitution de Tun des residus serine aux positions 109 (mutant 
15 S109A) et 130 (mutant S130A) par un residu alanine ; 

-substitution de Tun des residus tyrosine aux positions 96 (mutant 
Y96A), 135 (mutant Y135A), et 141 (mutant Yl 41 A), par un residu alanine ; 

-substitution de Tun des r6sidus phenylalanine aux positions 97 (mutant 
F97A), 121 (mutant F121A), et 128 (mutant F128A) , par un r<§sidu alanine ; 
20 -substitution du residu tryptophane en position 126 par un rdsidu alanine 

(mutant W126A). 

Les positions des mutations sont indiquees par reference a la s6quence 
polypeptidique du precurseur de MIC3 (Genbank CAB56644). 

Les mutations ont et6 effectu6es par mutagenese dirigee par PCR 
25 (Quickchange®, Stratagene), de la sequence codant pour la forme mature de MIC3, 
contenue dans le plasmide pOC2 (CEREDE et al., 2002, precit6). 

Les plasmides obtenus sont respectivement denomm6s pC102 (mutant 
C102G), pC107 (mutant C107G), pC108 (mutant C108G), pP103 (mutant P103A), pS109 
(mutant S109A), pS130 (mutant S130A), pY96 (mutant Y96A), pF97 (mutant F97A), 
30 pF121 (mutant F121A), pW126 (mutant W126A), pF128 (mutant F128A), pY135 (mutant 
Y135A), etpYHl (mutant Yl 41 A). 

Les plasmides ont ete purifies en utilisant le kit Qiagen kit® (Qiagen), et 
la presence des mutations attendues v6rifi6e par sequen9age. 

Les prolines MIC3 mutantes ont et6 exprimees par transfection de 
35 cellules BHK-21 (Baby Hamster Kidney, ATCC CCL-10) cultiv^es dans du milieu BHK- 
21 (Gibco-BRL) supplements avec du s&um de veau foetal (FCS) 5%, 2 mM de tryptose, 
1 00 U/ml de p6nicilline et 1 00 jig/ml de streptomycine. 
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Pour chaque plasmide, 3xl0 5 cellules BHK-21 pr^alablement cultivtes 
sur des lamelles couvre-objet pendant 24h dans des plaques 24 puits, ont 6t6 transferees 
avec le plasmide purifie, a l'aide de Lipofectamine®, selon les conditions preconis6es par 
le fabricant (Gibco-BRL). Les cellules ont 6t6 cultiv6es 24h de plus avant I'analyse. 
5 Les propri6t6s de liaison des proteines MIC3 mutantes ont et6 etudiees 

en analysant leur localisation dans les cellules BHk-21 transferees. Les cellules BHK-21 
transferees ont 6t6 fix6es par du paraformaldehyde 3% dans du PBS pendant 15 min, puis 
lav6es et perm6abilis6es avec 0,1% de Triton X-100 dans du PBS pendant 10 min. Les 
lamelles portant les cellules ont ensuite ete lav6es dans du PBS contenant 0,5% de SAB, et 
10 incubdes pendant Ih dans le meme tampon contenant un anticorps anti-MIC3 (T82C10, 
1 :200) ou anti-V5 (1 :500), puis pendant lh avec une IgG de ch6vre conjugu^e a la 
TRITC (Sigma, 1 :400), avec plusieurs lavages en PBS entre chaque incubation. Les 
lamelles ont ensuite ete lavees et monies sur des lames de microscope. La visualisation a 
ete effective a l'aide d'un microscope a epifluorescence. 
1 5 Quatre categories de mutants ont 6t6 definies selon leur localisation. 

Dans la premiere categorie (mutants C102G, C107G, C108G, Y141A, 
F121A), la proteine est retenue dans le systeme secr&oire; dans la seconde categorie 
(Y135A, Y96A, F97A, SI 09 A, PI 03 A) la proteine est secretee normalement et se lie a la 
surface des cellules transferees, comme le fait la proteine MIC3 mature de type sauvage ; 
20 dans la troisitaie categorie, (W126A, Y128A) la proteine est secretee normalement mais 
ne se lie pas h la surface des cellules transferees ; dans la quatrieme categorie (S130A), la 
proteine est secretee normalement et se lie a un reseau de materiel cellulaire depose par les 
cellules a la surface des plaques de verre. 

Ces resultats montrent que toutes les mutations affectant un residu 
25 cysteine conduisent a un defaut majeur de secretion; les proteines MIC3 mutantes 
correspondantes s'accumulent sous forme de larges vesicules perinucieaires, indiquant que 
ces proteines sont mal repliees ou assembiees de manure incomplete. Ce resultat est 
coherent avec le role des cysteines dans le repliement du domaine. 

En ce qui conceme les autres substitutions, les deux mutations F121 A et 
30 Y141A affectent egalement la sortie des proteines. Les autres mutants (Y135A, Y96A, 
F97A, S109A, P103A, W126A, F128A, S130A) sont tous exprim6s sous forme de dimere 
et secretes. Deux d'entre eux (W126A, Y128A) ne se Kent pas aux cellules BHK-21 
transferees. Du fait de la perte de ces proprietes de liaison, ces deux mutants sont 
abondamment secretes dans le surnageant. Dans le cas du mutant S130A, le marquage par 
35 les anticorps anti-MIC3 n'est pas associe avec la membrane plasmatique de la cellule 
transferee, comme dans le cas de la proteine MIC3 de type sauvage, mais avec l'espace 
intercellulaire, comme si la proteine R-MIC3 S130A etait li6e au materiel cellulaire 
depose sur les plaques. 
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Ces resultats montrent que les deux residus aromatiques W126 et Y128 
sont impliques dans l'interaction avec le r6cepteur de la surface de la cellule hote, et que le 
residu SI 30 pourrait egalement contribuer aux propri6tes de liaison de MIC3en participant 
a la specificite d'interaction. 

Implication des residus W126 et Y128 dans la virulence de T. gondii. 

Pour 6tudier le r61e de la fonction d'adhesion de MIC3 dans la virulence 
de T. gondii, des experimentations de complementation de la souche double mutante 
micl-3KO par les mutants W126A et F128A ont ete effectives. 

Les plasmides pM3MIC3W126A, pM3MIC3F128A, et 
pM3MIC3Y135A, ont 6te construits a partir du plasmide pM3MIC3. Ces plasmides 
portent le gene de selection a la phleomycine, et expriment respectivement les mutants 
W126A, F128A, et Y135A. La presence des mutations attendues a ete verifiee par 
sequencage. 

La souche micl-3KO a ete transferee par les plasmides 
pM3MIC3W126A (souche micl-3KO+MIC3W126A) oupM3MIC3F128A (souche micl- 
3KO+MIC3F128A). A titre de controles de liaison positifs la souche micl-3KO+MIC3 et 
la souche micl-3KO transferee par le plasmide pM3MIC3Y135A (micl- 
3KO+MIC3Y135A)ont ete utilisees 

L'expression des proteines MIC3 dans les differentes souches a ete 
analysee par transfert de Western, et leurs proprietes de liaison ont ete analysees par 
transfert de cellules. Le transfert de cellules a ete realise avec un double de la feuille de 
nitrocellulose utilisee pour le transfert de Western, incubee avec une suspension de 
cellules Mode-K (VIDAL et al., J. Immunol. Methods 166 : 63-73, 1993) cultivees dans 
du milieu RPMI (Bio Whittaker) suppl6mente avec 5% de s6rum de veau foetal (FCS), 
25 mM d'Hepes, 2mM de glutamine, lOOU/ml de penicilline et 100 ng/ml de 
streptomycine. 

Les rdsultats sont presentes dans les Figures 4A (transfert de Western) et 
4B (transfert de cellules). 

L6gende des Figures 4A et 4B : 

1 = souche sauvage de Toxoplasma gondii RH 

2 = souche micl-3KO+MIC3 

3 = souche micl-3KO+MIC3W126A 

4 = souche micl-3KO+MIC3F 128 A 

5 = souche micl-3KO+MIC3Y135A 

Les resultats du transfert de Western montrent l'expression de proteines 
MIC3 dans toutes les souches. Toutes ces proteines migrent a la taille attendue pour un 
dimere en conditions reductrices. Cependant, les proteines W126A et Y135A ont migre 
plus vite que les autres, ce qui suggSre une modification de conformation. 
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Les resultats du transfert de cellules montrent que comme attendu,les 
cellules se lient fortement a MIC3 native (1), MIC3myc (2), et a MIC3 Y135A (5). En 
revanche, les cellules sont incapables de se lier 4 MIC3 W126A (3) et MIC3 F128A (4). 
D'autre part, la modification de conformation de MIC3 Y135A n'affecte pas ses 
5 propriety de liaison. 

Les souches micl-3KO+MIC3W126A, micl-3KO+MIC3F128A, et k 
titre de contr61e, micl-3KO+MIC3Y135A ont et6 utilises pour analyser ^implication de 
la fonction d'adh&sion de MIC3 dans la virulence chez la souris. 
Analyse de la virulence des souches 
10 Le test de virulence a 6t6 r6alis6 comme d6crit k l'exemple 2 : 20 

tachyzoites de chaque parasite ont ete injectSes par voie intrapfritoneale dans des souris 
males OF1 (lot de 1 1 a 20 souris) dont la survie a 6t6 suivie pendant 40 jours. Les r6sultats 
sont presentes dans la Figure 5. 

L6gende de la Figure 5 : 
15 ♦ = souche micl -3KO 

■ = souche miclKO 
A = souche micl-3KO+M!C3 
o = souche micl-3KO+MIC3Y135A 
4- - souche micl-3KO+MIC3F128A 
20 x = souche micl -3KO+MIC3W126A 

Comme attendu, les souris infectees avec micl-3KO+MIC3 se 
comportent de la meme fa9on que les souris infectees avec miclKO, et meurent selon une 
cinetique similaire en 9-26 jours. La survie des souris infectees par la souche micl- 
3KO+MIC3Y135A est superieure (ce qui peut etre du & un adressage partiellement 
25 defectueux de la proteine MIC3 Y 1 3 5 A dans les vacuoles parasitophores). 

En revanche, on observe, 40 jours apr6s Tinfection, une survie de 
respectivement 83,3% et 95% des souris infectees par la souche micl-3KO+MIC3W126A 
et micl-3KO+MIC3F128A. 

Ces resultats montrent que la fonction de liaison de MIC3 aux cellules 
30 hote est essentielle pour la virulence du parasite. 

EXEMPLE 4 : VACCCINATION DE LA SOURIS PAR LE MUTANT MIC1-3KO 

Protocole experimental 

Des lots de souris males OF1 agees de 9,5 semaines, ont 6t6 traites 

comme suit : 

35 - 21 souris (lot 1) ont re<?u le mutant micl-3KO ; 

- 21 souris (lot 2) ont re9U le mutant micl-3KO puis ont 6t6 r6infect6es 
environ 1 mois plus tard par la souche de Toxoplasma gondii kystogene 76K ; 
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- 10 souris (lot 3) ont ete infectees par la souche de Toxoplasma gondii 
kystogene 76K lors de la re-infection du lot 2. 

A JO, les souris des lots 1 et 2 ont recu 20 tachyzoites du mutant micl- 
3KO par voie intraperitoneale. 

A J14, l'infection des souris a et6 contrdlee par recherche de la presence 
d'IgG mM-Toxoplasma gondii, a l'aide d'extrait total de toxoplasme (souche RH). 

A J37, les souris effectivement immunis6es (presence d'IgG anti- 
toxoplasmes) du lot 2 (8 souris), et du lot 3 (8 souris) ont ete gavees par 70 kystes de la 
souche de Toxoplasma gondii 76K. 

A J61, les souris des trois lots ont ete sacrifices. On a recherche la 
pr6sence d'IgG anti-MIC3, due a l'infection par Toxoplasma gondii 76K, (puisque la 
souche vaccinale micl-3KO n'exprime pas cette protSine) et effectue un comptage des 
kystes cerebraux dans les broyats de cerveaux de ces souris (comptage sur cellule de 
Malassez ; la limite de detection est de 30 kystes par cerveau). 

8 souris males OF1 naives agees de 15 semaines ont ete gavees avec 1/3 
du cerveau de chacune des 8 souris du lot 2 (controle de l'absence de parasites cerebraux). 
Une souris controle a recu 60 kystes de la souche de Toxoplasma gondii 76K issus d'une 
souris du lot 3 (controle positif). 

A J82, on a recherche la presence d'IgG anti-MIC3 chez les souris 

gavees a J61. 

A J 103, les souris ont ete sacrifices et un comptage des kystes cerebraux 

a ete effectu6. 

Resultats 

AJ14 

Sur les 42 souris des lots 1 et 2, 8 sont mortes vers J 10, lors de la phase 
aigue defection (ce qui reflete la sensibilite 61ev6e des souris a la virulence residuelle du 
mutant MIC1-3KO). Le contrdle de l'infection par detection des IgG dirig6s contre les 
antigenes parasitaires montre que 16 souris sont negatives et done non infectees. Les lots 1 
et 2 sont done respectivement r6duits a 10 et 8 souris. 
AJ61 

Recherche d'IgG anti-M!C3 

Aucune IgG anti-MIC3 n'a ete detectee dans le serum des souris du lot 1 
(contr61e negatif), alors que la presence d'IgG anti-MIC3 a ete detect6e dans le serum des 
souris du lot 3 (controle positif). La presence d'IgG anti-MIC3 a ete detectee dans le 
serum des souris du lot 2, a 1'exception d'une souris qui ne presente une tres faible 
reponse. 
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Comptage de kystes cerebraux 

A Texamen microscopique,Les cerveaux des souris du lot 1 ne 
contiennent pas de kystes cerSbraux (contr61e nSgatif), alors que cerveaux des souris du lot 
3 contiennent de 2250 a 7250 kystes/cerveau soit une moyenne de 4037 kystes/cerveau 
(controle positif). Chez les souris du lot 2, 7 souris ne contiennent pas de kystes c6r6braux 
et une souris contient 30 kystes c6rebraux (soit un seul kyste observS sur 16 comptages de 
10 \il sur cellule de Malassez). 
A J82 

Les souris naives gavees avec les cerveaux des souris du lot 2 pr6sentent 
des IgG anti-MIC3. La souris controle ayant re9U 60 kystes de la souche de Toxoplasma 
gondii 76K issus d'une souris du lot 3 pr6sente egalement des IgG anti-MIC3. 

AJ103 

Les souris naives gavees avec les cerveaux des souris du lot 2 pr6sentent 
respectivement 500, 375, 1000, 250, 165, 125, 310 et 375 kystes cerebraux. A titre de 
comparaison, la souris controle ayant re9U 60 kystes de la souche de Toxoplasma gondii 
76K presente 2250 kystes c6r6braux. 
Conclusion 

Les souris immunisees par le mutant micl-3KO ne forment 
pratiquement pas de kystes cerdbraux lors d'une re-infection avec la souche de 
Toxoplasma gondii 76K (protection de 99,9%). 

En revanche, plusieurs des cerveaux de souris re-infect6es sont 
infectieux par voie orale, done 1'immunisation par la souche vaccinale micl-3KO n'est 
pas totalement sterilisante lors d'une re-infection. 

EXEMPLE 5 : VACCCINATION DE BREBIS PAR LE MUTANT MIC1-3KO 
Animaux 

Le statut immunitaire vis-a-vis de la toxoplasmose a ete determine sur 
plus de soixante-dix brebis de race « pr6-alpes du sud ». Seules trente-six brebis ont &e 
retenues pour I'expfrimentation pour leur seronegative vis-a-vis de la toxoplasmose. 

Les brebis sont maintenues tout au long de Texperience en bergerie 
6tanche sur le site de 1'INRA de Nouzilly (Indre-et-Loire) afin de limiter au mieux les 
risques de contamination naturelle. Seuls le personnel animalier et les exp6rimentateurs, 
equip6s de vetements internes k la bergerie, peuvent pen&rer dans les Mtiments afin 
d'eviter la contamination du milieu et ne quittent la zone etanche qu'aprfes s'etre douches. 
Les ustensiles utilises et le materiel biologique ne sortent qu'apres etre passes dans un bain 
desinfectant et le lisier est incinere. 
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Apr£s vaccination, les brebis sont mises a la reproduction par saillie 
naturelle apres synchronisation des chaleurs grSce a des eponges impr6gnees d'hormones 
et plac6es dans le vagin des brebis. 
Souches de T gondii : 

Souche RH 

La production d'extrait parasitaire total (ET) se fait a partir de la souche 
virulente RH (type I). Celle-ci est entretenue par passages successifs sur des souris OF1 
femelles par injection intraperitoneal de 10 6 tachyzoites. Trois jours plus tard, les souris 
sont sacrifices et les tachyzoites sont r£cuper6s par lavage de la cavite intraperitoneale 
avec 5 mL de milieu RPMI. Une numeration des tachyzoites est effectu6e sur cellule de 
Malassez, 10 6 tachyzoites sont reinjects par voie intraperitoneal a des souris saines afin 

d'entretenir la souche. 

Pour la preparation de l'extrait parasitaire total, les tachyzoites de la 
souche RH sont laves, soniques k 60 watt/s, trois fois durant 10 min et centrifuges a 2000 
g pendant 30 min a 4°C. Le surnageant est concentre et aliquote. La concentration est 
determinee par un kit de dosage (Micro BGA) qui utilise comme standard de la BSA 
(Bovine Serum Albumin). Les aliquots sont conserves a -20°C. 
Souche vaccinale Micl-3KO 

La souche Micl-3KO a ete obtenue comme decrit a l'Exemple 1 ci- 
dessus. Elle est entretenue par passages successifs sur une lignCe de fibroblastes de 
prepuce humain (HFF) cultives dans du milieu IMDM auquel est ajoute du s6rum de veau 
foetal 10 %, 50 mM de glutamate, 50 mM de p6nicilline et 50 mM de streptomycins 

Souche d'Spreuve PRU 

L'infection des brebis h mi-gestation est effectu6e avec 400 oocystes de 
la souche PRU type II (souche Prugniaud) produits a partir de feces purifiees de chats 
infectes. 

Protocole experimental 
Vaccination 

Les trente-six brebis seronegatives ont et6 divisees en trois lots de douze 

brebis : 

- lot temoin 

- lot qui re<?oit 1 0 5 tachyzoites Micl-3KO, appeie « lot faible dose » (KO FA) 

- lot qui re?oit 2.10 6 tachyzoites Micl-3KO, appeie « lot forte dose » (KO FO) 

La vaccination de ces brebis a et6 effectu6e par voie sous-cutanee. 
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Releves de temperature 

Apres l'immunisation, la temperature rectale des animaux a 6t6 relevee 
quotidiennement chaque matin jusqu'a ce qu'elle se stabilise a nouveau a des valeurs 
physiologiques. La temperature physiologique chez la brebis est de 38,5°C. Pour tenir 
compte de l'activit6 des animaux et du stress engendre par les manipulations, on considere 
qu'il y a hyperthermie a partir d'une temperature de 40,0°C. 
Etude de la n foonse humorale 

La reponse immunitaire humorale a ete etudi6e en evaluant par ELISA la 
cin6tique d'apparition des IgG specifiques anti-7*. gondii dans le serum. 

Obtention des serums 

Les serums sont preleves avant l'immunisation (JO) puis a J24, J39, J98, 

et J134 post-vaccination. 

Le sang est preleve au niveau de la veine jugulaire et le prelevement 
(sans anticoagulant) est laisse une nuit a + 4°C pour permettre la formation du caillot. Le 
serum est recupere en centritugeant les prelevements a 1500 rpm pendant 5 min a + 20°C. 
Le sumageant est recupere et aliquote en echantillons de 3 mL et conserv6 a -20°C. 

Test ELISA 

L'extrait total de la souche RH de T. gondii, obtenu comme d6crit ci- 
dessus, est utilise pour sensibiliser les puits a fond plat de plaques de microtitrauon 
(Nunc). 100 uL d'extrait (a une concentration de 10 ug/mL en tampon carbonate a 50 mM 
et pH = 9,6) sont depos6s dans chaque puits. Apres une nuit a + 4°C, trois lavages sont 
effects en tampon PBS additionne de Tween-20 0,05 % (PBS-T) a l'aide d-un laveur 
automatique (MultiWash Advantage). 

Les sites non specifiques sont satures par incubation des plaques pendant 
lh 30 a 37°C atmosphere humide) avec du PBS a 4 % de BSA. 

On depose 100 uL de chaque 6chantillon de serum dilue en PBS-T 
(dilutions au 1/50 et au 1/100), et on incube pendant lh a 37°C. 

Apres deux s6ries de trois lavages, on depose 100 uL d'anti-IgG de 
mouton couple a la phosphatase alcaline (PAL ; Sigma), dilue au 1/5000 en PBS-T et on 
incube lh30 a 37°C. Deux nouvelles series de trois lavages sont effectuees et on effectue 
la revelation a l'aide de 100 uL de paranitrophenylphosphate (PNPP) a 1 mg/mL en DEA- 
HC1. 

La lecture se fait apres 10 a 20 minutes d'incubation, sur un lecteur de 
plaques (Wallac 1420 Multilabel counter) a la longueur d'onde X = 405 ran. 

Le seuil de positivite admis a et6 determine en fonction des valeurs 
d'absorbance (DO) des brebis du lot temoin : il est fixe k 0,35 de DO pour une dilution de 
serum au 1/100. 
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Infection 

Une mise a la reproduction a et6 effectuee deux mois post-vaccination. 
A mi-gestation, l'infection des femelles gestantes a 6te r6alis6e par gavage avec 400 
oocystes de la souche PRU. Pendant les jours suivant l'infection, la temperature rectale a 
6te relev6e quotidiennement, jusqu'au retour k des valeurs physiologiques et la reponse 
immunitaire humorale et cellulaire a 6t6 evalu^e comme indique ci-dessus. 

Enfin, les avortements febriles et infectieux ont 6t6 releves lors de la 
mise bas des brebis. 
R^SULTATS 

Releves des temperatures post-immunisation 

Les moyennes des temperatures post-immunisation des brebis des 
differents lots sont representees sur la Fiqure 6. 

Les temperatures du lot temoin restent physiologiques. En revanche, un 
pic thermique a J3 est observe pour les deux lots vaccines (40,5°C) ; l'hyperthermie du lot 
FO est plus precoce (40,1°C a 32) que celle du lot FA (39,5°C & J2). On observe un retour 
des temperatures h des valeurs physiologiques 4 jours apres immunisation. 
Etude de la reponse humorale post-immunisation 

Les moyennes des r6sultats des tests ELISA a JO, J24, J39, J98, et J134 
pour les serums des differents lots de brebis dilues au 1/100 sont representees sur la Figure 
7. 

Les brebis du lot t6moin n'ont pas developpe de reponse humorale. 

Les brebis du lot FO et du lot FA ont developpe une reponse IgG anti 
toxoplasmique des J24. On observe un maintien de cette reponse jusqu'a la fin de 
Pexperimentation (J134), 
Rendement de gestation 

Apres la mise au male, sur les trente-six brebis de depart, seules trente 
etaient gestantes. Deux brebis non gestantes ont et6 observees dans chaque lot. 
Etude des releves des temperatures post-infection. 

Les moyennes des temperatures post-infection des brebis des differents 

lots sont representees sur la Fiqure 8. 

Suite a l'infection, une hyperthermic est observee chez l'ensemble des 

brebis. 

Chez le lot temoin, le pic febrile a dure cinq jours de J5 a J9 avec un 
maximum a 41,5°C h J6. Pour les deux lots vaccines, le pic febrile a dure trois jours de J4 
h J6 avec un maximum h 41,2°C a J5. 

Au moment du pic febrile observe pour le lot temoin (J6), les 
temperatures des brebis des lots KO FA et KO FO ont deja chute (entre 40,0 et 40,5°C) 
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alors que le pic observ6 chez les brebis du lot t6moin se maintient jusqu'a J7 puis diminue 
progressivement jusqu'& J9 oh la temperature moyenne observe est de 40,5°C (pour KO 
FA et KO FO de J7 a J9 : 39,0°C). 

Le pic febrile des brebis vaccinas est plus precoce, moins prolong^ et 
5 avec un maximum febrile plus faible que celui du lot t6moin 
Suivi des avortements et des naissances 

A la naissance, les agneaux morts ou viables, sont identifies et peses. 

II existe deux types d'avortements : 

- les avortements fSbriles dus h T616vation de temperature suivant 

1 0 Tinfection par les oocystes ; 

- les avortements toxoplasmiques infectieux dus au d6veloppement du 

parasite chez le foetus. 
Avortements Kbriles 

Ces avortements interviennent cons6cutivement au pic thermique qui 

15 suit Tinfection. 



Les resultats sont resumes dans le Tableau I ci-dessous. 

Tableau I r 



Lot 


Temoin 


KO FA 


KO FO 


Avortements febriles 


6/10 


0/10 


0/10 



Six brebis du lot temoin ont avorte dans les quinze jours suivant 



Tinfection. En revanche, aucun avortement febrile n'a 6te observe chez les brebis 
20 vaccinees. 

Avortements dus a Tinfection par le toxoplasme 

Ces avortements interviennent au cours de la gestation, et sont dus au 

passage transplacental du parasite et a son d6veloppement chez le foetus. lis sont 

genSralement observes en fin de gestation. 
25 Les resultats sont resumes dans le Tableau II ci-dessous. 



Tableau ll 



Lot 


Temoin 


KOFA 


KOFO 


Avortements infectieux 


4/10 


1/10 


3/9 



Pour Interpretation de ces resultats, une brebis du lot KO FO a 6te 



exclue : en effet dans le cas de cette brebis, la mise bas a 6t6 difficile : un des deux 
agneaux dtait viable. Mais ignor6 par sa mere, il n'a pas survdcu : il n'a done pas et<§ inclus 
30 dans les resultats. 

Dans le lot temoin, aucune des quatre brebis qui n'avaient pas subi 
d'avortement febrile n'a mene sa gestation h terme et donn6 naissance a un agneau viable. 
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Pour le lot faible dose (KO FA), une seule brebis sur dix a avorte. 

Pour le lot forte dose (KO FO), trois avortements sur neuf brebis ont 6t6 

enregistres. 

Le pourcentage de protection vaccinale globale a 6t6 6valu6 en fonction 
5 du nombre total d'avortements (febriles + infectieux)). Lorsque la brebis a eu deux 
agneaux dont un vivant, l'avorton n ! est pas consider6 dans les r6sultats car plusieurs 
hypotheses sont envisageables pour expliquer cet avortement autres que l'infection : un 
manque de place pendant la gestation ou un manque d , int6ret et de soins pour son agneau 
juste aprfes la naissance ; ces brebis sont done comptabilisees comme prot6g6es par la 
10 vaccination. 

Les r&ultats sont resumes dans le Tableau III ci-dessous. 



Lot 


temoin 


Faible dose 


Forte dose 


Nombre d'avortements 


10 


1 


3 


Nombre total de brebis 


10 


10 


9 


Pourcentage de protection 


0% 


90% 


67% 



Le pourcentage de protection du lot KO FA est de 90 % contre 67 % 



pour le lot KO FO. Pour le lot t&noin, la protection est nulle. 
1 5 Agneaux viables 

Sept agneaux sont viables a la naissance pour neuf brebis gestantes dans 
le lot forte dose contre neuf agneaux viables pour dix brebis gestantes dans le lot faible 
dose. Ces agneaux sont en bonne sante et n'ont pas de malformation. Les poids 
s^chelonnent de 2200 a 5200 g et correspondent a des poids normaux d'un petit a terme 
20 (duree de gestation de cinq mois). 

EXEMPLE 6: COMPARAISON DE LA SOUCHE MIC1-3KO ET DE LA 
SOUCHE S48 (TOXOVAX®) 

Comnaraison des profits immuno61ectrophoretiaues de tac hvzoi'tes micl-3KO et de 
tachvzoi'tes S48. 

25 Les prot6ines totales de tachyzoi'tes des souches micl-3KO et S48 ont 

&e analysees par electrophorese SDS-PAGE en conditions non-reductrices et transfert de 
Western, comme decrit a l'exemple 1 ci-dessus. Les transferts de Western ont 6t6 r6v616s a 
l'aide d'anticorps monoclonaux anti-MIC3 (T82C10), ou anti-MICl (T101F7), d'un 
s6rum de souris infectee par voie orale avec la souche 76K de T. gondii, ou d'un serum de 

30 souris naive. Les rSsultats sont pr6sentes dans la Figure 9. 
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Legende de la Figure 9 : (A) lysat de tachyzoites S48 ; (B) lysat de 
tachyzoites micl-3KO. Piste 1 : s6rum anti-76 K ; piste 2 : serum de souris naive ; piste 3 : 
anti-MICl ; piste 4 : anti-MIC3. 

Ces r6sultats montrent que les scroches micl-3KO et S48 ont des profils 
5 61ectrophoretiques tr£s differents, et notamment que, contrairement a la souche micl-3KO, 
la souche S48 exprime les deux prolines MIC1 et MIC3. 

Comparaison de la protection vaccinale conferee par les souches micl-3KO et S48 

La protection vaccinale conferee par Tune ou 1' autre de ces souches a ete 
6valu6e en utilisant le protocole de l'exemple 5 ci-dessus. 
1 o Pour cela, un troupeau de brebis seronegatives a 6t6 divise en trois lots: 

- un lot t6moin de 12 brebis. 

- un lot (Toxo KO 1-3) de 13 brebis, immunise avec 10 5 tachyzoites de 
la souche micl-3KO . 

- un lot (Toxo S48) de 12 brebis, immunise avec 10 5 tachyzoites de la 

15 souche S48 

Apres inoculation des vaccins, les mesures suivantes ont 6te effectu£es 
sur chacun des lots : 

- releve des temperatures post-immunisation 

- suivi de la reponse humorale par technique ELIS A 

20 - infection par 400 oocystes de la souche PRU des femelles gestantes 

- releve des temperatures post-infection 

- suivi des avortements et des naissances 

Temperatures post-immunisation 

Les moyennes des temperatures post-immunisation des brebis des 
25 difKrents lots sont representees sur la Figure 10. 
Reponse humorale post-immunisation 

Les moyennes des resultats des tests ELISA h JO, J24, et J39, pour les 
serums des differents lots de brebis dilu6s au 1/100, sont representees sur la Figure 1 1 . 

Rendement de gestation 

30 Apres la mise au male, 1 1 brebis temoin (sur les 12 de depart), 12 brebis 

ToxoKO (sur les 13 de depart), et 12 brebis Toxo S48 (sur les 12 de d6part) 6taient 
gestantes. 

Temperatures post-infection. 

Les moyennes des temperatures post-infection des brebis des differents 
35 lots sont representees sur la Figure 12. 
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Suivi des avortements et des naissances 

Avortements febriles (I semaine apres le pic thermique de TinfectioD d'6preuve) 

Les resultats sont r6sum6s dans le Tableau IV ci-dessous. 

Tableau IV 



Lot 


Temoins 


ToxoKO 


S48 


Avortements febriles 


10/11 


0/12 


0/12 



5 Avortements infectieux (durant les 2 demieres semaines de gestation) 

Les r6sultats sont r6sum6s dans le Tableau V ci-dessous. 

Tableau V 



Lot 


Temoin 


ToxoKO 


S48 


Avortements infectieux 


1/11 


4/12 


4/1 2_ 


Protection globale : 

Les resultats sont resumes dans le Tableau VI ci-dessous. 
Tableau VI 


Lot 


T6moin 


ToxoKO 


S48 


Nombre d'avortements 


11 


4 


4 


Nombre total de brebis gestantes 


10 


12 


12 


Pourcentage de protection 


0% 


66,6% 


66,6% 



Le pourcentage de protection est de 66,6% pour chacun des lots 
ToxoKO et ToxoS48. Pour le lot temoin, la protection est nulle. 

Les 2 souches MIC1-3KO et S48 conferent done un niveau de protection 

similaire. 
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REVENDICATIONS 
1) Souche mutante d'un Apicomplexe de la famille des Sarcocystidae 
caracterisee en ce qu'elle comprend une mutation inactivant Padh6sine MIC1 et une 
mutation inactivant l'adhesine MIC3. 
5 2) Souche mutante selon la revendication 1, caract6ris6e en ce qu'il 

s'agit d'une souche de toxoplasme. 

3) Souche mutante selon la revendication 2, caract6ris6e en ce qu'il 
s'agit d'une souche de Toxoplasma gondii. 

4) Utilisation d'une souche mutante selon une quelconque des 
1 0 revendications 1 a 3, pour l'obtention d'un vaccin. 

5) Utilisation selon la revendication 4, caract6ris6e en ce que ledit vaccin 
est un vaccin anti-toxoplasmose. 

6) Vaccin comprenant une souche mutante selon une quelconque des 
revendications 1 a 3. 
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Anti-MIC3 Cell blot 



FIG. 4 
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FIG. 6 



WO 2005/072754 



4/6 



PCT/FR2005/000074 




Temoin KO FO 
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<210> 
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<211> 


27 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


Amorce PCR: ML 9 
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gtgtaagctt cagcgagtct ctgagag ■ 27 



<210> 
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<211> 


32 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


Amorce PCR: ML10 


<400> 


2 
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<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> Amorce PCR: ML23 

<400> 3 

ctgaattcag atcttaccag tgttggacaa gg 

<210> 4 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR: ML24 

<400> 4 

ggggtacccc ttgctaggta accactcgtg c 

<210> 5 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR: ML11 

<400> 5 

gcacaattga gatctaaaat gcgaggcggg acgtcc 

<210> 6 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR: ML15 



<400> 6 

tgctatgcat tcctaggctg cttaattttc tcacacgtca c 



41 



